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論文題目 
Modelling urea-cycle disorder citrullinemia type 1 with 
disease-specific iPSCs 
（尿素サイクル異常シトルリン血症 1型の疾患特異的 iPS細胞を 
用いた病態解析) 
（論文内容の要旨） 
【 目 的 】  
シ ト ル リ ン 血 症 1 型 ( C T L N 1 ) は 、 尿 素 サ イ ク ル 酵 素 ア ル ギ ニ ノ コ
ハ ク 酸 シ ン テ タ ー ゼ ( A S S )を コ ー ド す る  A S S 1 遺 伝 子 の 変 異 に よ り
発 症 す る 尿 素 サ イ ク ル 異 常 症 で あ る 。 新 生 児 期 に 発 症 し 、 致 死 的
高 ア ン モ ニ ア 血 症 を 呈 す る が 、 肝 移 植 以 外 に 根 治 的 治 療 法 の な い
難 治 性 疾 患 で あ る 。  
ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 ( i P S 細 胞 ) は 患 者 の 体 細 胞 を 遺 伝 子 導 入 に
よ り 初 期 化 す る こ と で 樹 立 さ れ 、 あ ら ゆ る 体 細 胞 へ の 分 化 能 を 有 す
る 。 今 回 C T L N 1 に 対 す る 新 た な 治 療 戦 略 を 見 出 す 系 を 開 発 す る た め
に 、 C T L N 1 患 者 体 細 胞 か ら i P S 細 胞 を 樹 立 し 、肝 細 胞 様 細 胞 ( H L C )へ
分 化 誘 導 す る こ と で 病 態 解 析 を 行 っ た 。  
【 方 法 ・ 結 果 】  
C T L N 1 患 者 の 末 梢 血 か ら 単 核 球 を 単 離 し 、エ ピ ソ ー マ ル ベ ク タ ー で
初 期 化 因 子 （ O C T 4 ,  S O X 2 ,  K L F 4 ,  L - M Y C ,  L I N 2 8 ,  p 5 3  s h R N A） を 導
入 す る こ と に よ っ て i P S 細 胞 の 樹 立 を 試 み た （ O k i t a  K . ,  e t  a l .  
S t e m  C e l l s ,  2 0 1 3 ）。作 製 さ れ た 細 胞 は 染 色 体 異 常 を 認 め ず 、患 者 と
同 じ 遺 伝 子 変 異 を 有 し て い た 。 ま た 、 こ の 細 胞 は 未 分 化 多 能 性 幹 細
胞 に 特 異 的 な マ ー カ ー を 発 現 し 、 胚 様 体 形 成 お よ び 免 疫 不 全 マ ウ ス
の 精 巣 脂 肪 組 織 内 へ の 移 植 に よ る 奇 形 腫 形 成 に て 三 胚 葉 へ の 多 分
化 能 を 有 す る こ と が 示 さ れ 、 i P S 細 胞 で あ る こ と を 確 認 し た 。次 に 、
既 報 の 肝 細 胞 分 化 誘 導 プ ロ ト コ ー ル （ K a j i w a r a  M . ,  e t  a l .  P N A S ,  
2 0 1 2） を 用 い て C T L N 1 患 者 由 来 i P S 細 胞 を 段 階 的 に S O X 1 7 陽 性 胚 体
内 胚 葉 細 胞 、 A F P 陽 性 肝 芽 細 胞 様 細 胞 、 A L B U M I N 陽 性 肝 細 胞 様 細 胞
( H L C ) に 分 化 誘 導 を 試 み た 。 そ の 結 果 、 分 化 誘 導 さ れ た 細 胞 は
i n d o c y a n i n e  g r e e n  ( I C G )や l o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  ( L D L )を 取
り 込 み 、 グ リ コ ー ゲ ン を 蓄 積 す る な ど 肝 細 胞 の 特 徴 を 有 し て い た 。
こ の C T L N 1 - H L C の 培 養 系 に 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム（ N H 4 C l）を 投 与 し 、 健
常 者 i P S 細 胞 由 来 H L C  ( c o n t r o l - H L C ) と 比 較 し た と こ ろ 、 C T L N 1 - H L C
の 尿 素 産 生 減 少 を 確 認 し た 。 さ ら に 、 C T L N 1 に 対 す る 治 療 薬 と し て
用 い ら れ て い る L - a r g i n i n e 投 与 に よ り 、 培 地 中 の ア ン モ ニ ア 除 去
と 尿 素 産 生 の 改 善 を 認 め た 。 ま た 、 尿 素 サ イ ク ル 活 性 の 低 下 が 細 胞
内 代 謝 産 物 に 与 え る 影 響 を 明 ら か に す る た め に メ タ ボ ロ ー ム 解 析
を 施 行 し た と こ ろ 、細 胞 内 の 尿 素 サ イ ク ル 関 連 代 謝 産 物 は c o n t r o l -
H L C と C T L N 1 - H L C 間 で 有 意 差 は 認 め な か っ た 。 一 方 、 ク エ ン 酸 サ イ
ク ル 関 連 代 謝 産 物 に 有 意 差 を 認 め 、 A S S 酵 素 活 性 の 異 常 が ク エ ン 酸
サ イ ク ル に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  
【 考 察 】  
C T L N 1 患 者 由 来 i P S 細 胞 を 樹 立 し 、 H L C へ の 分 化 誘 導 と 性 状 解 析 を
行 っ た 。 こ の C T L N 1 - H L C は 患 者 の 尿 素 代 謝 異 常 の 一 部 を i n  v i t r o
で 再 現 し 、 C T L N 1 - H L C に お け る ア ン モ ニ ア 代 謝 異 常 に 対 し て も L -
a r g i n i n e が 有 効 で あ る こ と を 確 認 し た 。  
(論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 )  
こ の 研 究 は 尿 素 サ イ ク ル 異 常 症 で あ る シ ト ル リ ン 血 症 1 型
( C T L N 1 )の 患 者 由 来 ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 ( i P S 細 胞 )を 遺 伝 子 導 入
に よ り 初 期 化 す る こ と で 樹 立 し 、 あ ら ゆ る 体 細 胞 へ の 分 化 能 を 有
す る 細 胞 を 作 製 し た 。 こ の C T L N 1 - i P S C か ら 肝 細 胞 様 細 胞 ( H L C )へ
分 化 誘 導 す る こ と で 病 態 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 C T L N 1 - H L C は 肝
臓 の ア ン モ ニ ア 処 理 能 及 び 尿 素 産 生 能 を 呈 し 、 C T L N 1 に 対 す る 治 療
薬 と し て 用 い ら れ て い る L - a r g i n i n e 投 与 に よ り 、 培 地 中 の ア ン モ
ニ ア 除 去 と 尿 素 産 生 の 改 善 を 認 め た 。 ま た 、 尿 素 サ イ ク ル 活 性 の
低 下 が 細 胞 代 謝 産 物 に 与 え る 影 響 を 明 ら か に す る た め に メ タ ボ ロ
ー ム 解 析 を 施 行 し た と こ ろ 、 細 胞 内 の 尿 素 サ イ ク ル 関 連 代 謝 産 物
は C o n t r o l - H L C と C T L N 1 - H L C 間 で 優 位 差 は 認 め な か っ た 。 一 方 、
ク エ ン 酸 サ イ ク ル 関 連 代 謝 産 物 に 有 意 差 を 認 め 、 A S S 酵 素 活 性 の 異
常 が ク エ ン 酸 サ イ ク ル に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 こ の
C T L N 1 - H L C で C T L N 1 を 含 め た 尿 素 サ イ ク ル 異 常 症 の 病 態 解 明 や 治 療
薬 の 探 索 に 用 い て 新 た な 治 療 法 を 見 出 す 材 料 と な る で あ ろ う 。  
以 上 の 研 究 は C T L N 1 病 態 の 解 明 に 貢 献 し C T L N 1 の 治 療 に 寄 与 す
る と こ ろ が 多 い 。 し た が っ て 、本 論 文 は 博 士（  医 学  ）の 学 位 論 文 と
し て 価 値 あ る も の と 認 め る 。  
 な お 、 本 学 位 授 与 申 請 者 は 、 平 成 2 9 年 7 月 1 2 日 実 施 の 論 文 内
容 と そ れ に 関 連 し た 試 問 を 受 け 、 合 格 と 認 め ら れ た も の で あ る 。  
 
 
